

















lipid bioactives have not been evaluated so  far. The aim of  this study was  to  investigate  the an‐
ti‐platelet and anti‐inflammatory effects and structure activity relationships of Irish apple juice and 
Real  Irish  cider  lipid  bioactives  against  the  platelet‐activating  factor  (PAF)‐  and  adenosine  di‐
phosphate  (ADP)‐related  thrombotic and  inflammatory manifestations  in human platelets. Total 
Lipids (TL) were extracted from low, moderate and high in tannins apple juices and from their de‐




liquid  chromatography  (HPLC) analysis  into PL subclasses/fractions  that were also assessed  for 




aggregation.  Structural  elucidation  of  the  fatty  acid  composition  by  gas  chromatography mass 
spectra (GCMS) analysis showed that PL from all samples are rich in beneficial monounsaturated 
fatty acids (MUFA) and omega 3 (n‐3) polyunsaturated fatty acids (PUFA), providing a possible 
explanation  for  their strong anti‐platelet properties, while  the  favorable  low  levels of  their ome‐
ga‐6/omega‐3  (n‐6/n‐3)  PUFA  ratio,  especially  for  the  bioactive  PC  and  PE  subclasses,  further 
support an anti‐inflammatory cardio‐protective potency  for  these apple products.  In conclusion, 
Irish apple juice and Real Irish cider were found to possess bioactive PL compounds with strong 
antiplatelet and anti‐inflammatory properties, while fermentation seems to be an important mod‐





Specific  foods and beverages  included  in a healthy diet  contain natural bioactive 
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tile, widely available and highly nutritional  fruit, so unsurprisingly are one of  the  top 
consumed  fruits  in  the world. Cider  is an ancient beverage made  from  the  fermented 
juices of apples. It has an alcohol content ranging between 1.2 and 8.5% ABV (alcohol by 





bioactive  polyphenols  content  like  apples,  but  also  due  to  its  natural  microbi‐
om‐probiotics that beneficially affects the gut microbiota. Thus, the health benefits asso‐
ciated with apples, and  their  fermented products  like  cider, are possibly attributed  to 
their  high‐in‐bioactives  content,  since  they  are  abundant  in minerals,  potassium  and 
magnesium, and a rich source of predominantly vitamin C and E, high in phytochemicals 





and  relative musts and yeasts  for  their production, as well as beer,  they have all been 
found to contain bioactive PL like phospholipids and glycolipids with cardio‐protective 
abilities  against  the  inflammatory  and  thrombotic mediator  platelet‐activating  factor 
(PAF) and its associated pathways [8]. The same was also shown in beers that were found 
to  contain  specific  PL  subclasses  and  molecular  species  with  beneficial  bioactivities 
against inflammation and thrombosis, as a result of fermentation, in comparison to their 
raw materials [9]. 
PAF  is  a  key  lipid mediator  involved  in  inflammation,  thrombosis  and  throm‐
bo‐inflammatory manifestations of  several  inflammation‐related  chronic diseases  [2,3], 
while bioactive PL compounds found in healthy foods and in beverages like red/white 
wine  and  beer  can  reduce  the  intensity  of  thrombosis  and  inflammation  and prevent 
chronic disorders by  reducing  the  levels and activities of PAF and  its associated path‐
ways  of  inflammatory  and  thrombotic/thrombo‐inflammatory manifestations  [1–3].  In 
addition, structure activity relationship studies have also revealed that bioactive PLs in 
such foods/beverages were  found  to have structural analogy with  the structures of the 
classic PAF molecule, and hence had capabilities to carry out strong antagonistic effects 





success  against  platelet  aggregation  and  associated manifestations  induced  by  classic 
platelet agonists  like adenosine diphosphate  (ADP) and  collagen  [10], while, as afore‐
mentioned,  there has been no evidence  to date of  the antiplatelet potential of  the  lipid 
content in apple products like apple juice and cider. Therefore, the purpose of this study 
was to investigate the antiplatelet potential of the lipid content of Irish apple products, 
such as Irish apple  juice and  its  fermented Real Irish cider against platelet aggregation 
induced by the thrombotic and inflammatory mediators, like PAF, and by classic platelet 
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and  cider  derived  from  them were  examined  and  compared with  retail  apple  juice, 












Ireland). For  the  sampling of blood, 20G  safety needles and  evacuated  sodium  citrate 
S‐monovettes  were  purchased  from  Sarstedt  Ltd.  (Wexford,  Ireland).  Using  a 
Chronolog‐490 two channel turbidimetric platelet aggregometer (Havertown, PA, USA) 







ple  juice  and  cider  bioactive  PLs  into  subclasses  via HPLC  analysis. Using  a Varian 
410‐Gas  Chromatographer  coupled  to  a  Varian  210‐MS  detector  equipped  with  a 




Ltd.  (Dublin,  Ireland). Flash  rotary  evaporation  (Buchi Rotavapor, Mason Technology 
Ltd., Dublin,  Ireland) was used  for  the evaporation of  solvents  from all  lipid extracts, 


















based  on  the  Bligh  and Dyer  extraction method  [13].  Briefly,  the  TL  extraction was 




and  chloroform  was  then  performed  in  order  to  adjust  the  chloro‐
form/methanol/water‐based  homogenate  at  a  ratio  of  1/1/0.9  (v/v/v)  to  achieve  phase 














in a  separatory  funnel  containing 30 mL of petroleum  ether. After a phase  separation 
occurred, the lower ethanolic phase was extracted into a second separatory funnel con‐
taining another 30 mL of pre‐equilibrated petroleum ether to ensure further separation of 
any remnants of NL  from  the ethanolic phase  that contained  the PL. These steps were 
repeated several times until all samples had been washed through, leaving the PL in the 
87% ethanol phases and the NL in the petroleum ether phases, respectively. Both phases 
were  collected  in  round‐bottom  flasks and evaporated using a  rotary evaporator until 
dry. 




all apple  juice  types, ciders and  their  fractions derived  from  their HPLC analysis were 
performed  in human platelet‐rich plasma  (hPRP) preparations  from healthy donors as 
previously described [12,15], to assess their ability against aggregation of human plate‐
lets  induced  by  the  inflammatory  and  thrombotic  mediator  PAF  and  by  the 
well‐established  platelet  agonist ADP.  The  50%  inhibitory  concentration  value—IC50 
value  (half‐maximal  inhibitory  concentration)  for  each  sample was  calculated  by  the 
amount (μg) of the lipid sample that led to 50% of inhibition of human platelet aggrega‐
tion  induced by PAF or ADP  in hPRP platelet suspensions of 0.250 mL. The  resulting 
IC50 values were expressed as a mean value of the mass of lipid (μg) in the aggregometer 
cuvette ±  standard deviation  (SD). Using blood  samples  from different donors, all ex‐
periments for evaluating the bioactivities of each lipid extract from each apple juice/cider 
sample were performed several  times  (n = 6),  for each  replicate,  in order  to ensure re‐
producibility. 
2.5. High‐Performance Liquid Chromatography 













detection  at  208  nm  for  phospholipids  and  glycolipids  and  280  nm  for  phenolics  as 
shown in Figure 1 and Table 1. 
According to the retention times obtained for these standards, during similar HPLC 
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Table 1. Retention Times (RTs) of Individual Standards assessed during HPLC. 
Peak  Standards  Molecular Class  RT (min) 
1  Epicatechin (3 mg/mL)    Phenolic  2–4 (280 nm) 
2  Theophylline (3 mg/mL)    Phenolic  3–5 (280 nm) 
3  Gallic Acid (3 mg/mL)  Phenolic  5–8 (280 nm) 
4  Quercetin (3 mg/mL)  Phenolic  10–16 (280 nm) 
5  Cerebrosides (0.5 mg/mL  Glycosphingolipid  25–30 (208 nm) 




























position acquired  for each  lipid sample was  tested. After  this, all comparisons of  IC50 
values  against  ADP‐  and  PAF‐induced  platelet  aggregation  were  observed  using 
one‐way analysis of variance (ANOVA). Comparisons in the lipid content and fatty acid 
(FA)  composition  acquired  from  the GC–MS  analysis were  observed using  the Krus‐
kal–Wallis nonparametric multiple comparison test. For p‐values less than 0.05 (p < 0.05) 
differences were considered statistically significant. The data were analyzed using a sta‐













Samples  TL (g/100 g)  NL (g/100 g)  PL (g/100 g) 
Apple Juice AA  0.072 ± 0.002  0.016 ± 0.002  0.056 ± 0.004 
Apple Juice AB  0.042 ± 0.005  0.010 ± 0.005  0.031 ± 0.003 




Cider CA  0.033 ± 0.012  0.005 ± 0.002  0.028 ± 0.004 
Cider CB  0.025 ± 0.009  0.004 ± 0.001  0.021 ± 0.003 
Cider CE  0.046 ± 0.013  0.006 ± 0.001  0.040 ± 0.005 
















approximately ranged  from 0.015–0.090 g/100 g of  the apple beverages, apart  from  the 
pasteurized commercial apple juice that exhibited much higher yield (approximately 0.2 





juice  samples was  seen  to be higher  than  the cider extracts, excluding  the commercial 
cider sample where it had a similar yield of TL and PL to that of apple juice B, the lowest 
yield observed in the apple juice samples. It therefore can be considered that some lipids 
are utilized  throughout  fermentation during  the development of cider. Moreover, pas‐
teurized  commercial  apple  juice  exhibited much  higher  yield  than  all  the  other  ap‐
ple‐based  beverages,  suggesting  that more  lipids were  released  due  to  the  increased 
temperature used for pasteurization and thus more lipids were found in its extracts. 
3.2. Anti‐Platelet Effects of Apple Juice and Cider Lipids 
The  in vitro anti‐platelet activities of all  lipid samples  (TL, NL and PL), extracted 
from apple  juices AA, AB, AD and AE and from the fermented cider products CA, CB, 
CC and CE, were evaluated by their inhibitory effects against human platelet aggregation 
induced by  the  inflammatory and  thrombotic mediator PAF or by  the well‐established 
platelet agonist ADP. The results are presented in Figure 2 for TL and NL and Figure 3 
for PL, expressed as their IC50 value against PAF/ADP. This is a measure of the mass of 
lipid,  in micrograms  (μg),  required  to  induce  half maximal‐reversible  aggregation  of 
human platelets in the presence of a thrombotic mediator such as PAF or a platelet ago‐


































The PL  from all samples have shown  to be  the most bioactive  lipid samples, with 
IC50 values being approximately within the range of 20–120 μg against the PAF pathway 
(Figure 3). The TL samples showed an intermediate but considerable antithrombotic po‐





















against  the PAF‐induced platelet aggregation were significantly stronger  than  their ef‐
fects against platelet aggregation induced by the ADP pathway. 
The PL from the AA sample (low in tannins) showed the greatest inhibitory effects 














PL‐related  anti‐platelet  bioactivities  against platelet  aggregation,  an  effect  that was  of 
similar magnitude against both the different PAF and ADP pathways of platelet aggre‐
gation. These alterations may be related  to changes  in  the  lipid content during  the  fer‐
mentation  process,  as  was  previously  described  that  this  occurs  in  other  fermented 
products [8,9,16,20]. 
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Moreover,  the biological activity of  the PL  from commercial cider sample CC and 


















































activities were  those eluted  in  the HPLC  fractions F5 of  their PL extracts, where mole‐
cules of the PE  family are usually eluted. These results  further support  the notion  that 
fermentation  alters  the  composition  and  bio‐functionality  of  the  bioactive  PL  in  ap‐
ple‐based beverages. 

























cider samples obtained  from  their GCMS analysis are shown  in Table 3., while  for  the 
most bioactive PC and PE subclasses (HPLC‐fractions) in Table 4. 




Fatty Acid  AA  AB  AD  AE  CA  CB  CE  CC 
C12:0  0.10 ± 0.04  ND  ND  ND  0.417 ± 0.246  ND  0.64 ± 0.06  ND 
C14:0  2.46 ± 0.32  3.824 ± 0.845  0.648 ± 0.183  0.147 ± 0.054  1.637 ± 1.056  ND  1.56 ± 0.09  4.52 ± 0.48 
C15:0  0.28 ± 0.02  0.383 ± 0.118  0.12 ± 0.033  0.118 ± 0.014  0.179 ± 0.119  ND  0.22 ± 0.02  0.45 ± 0.12 
C16:0  21.83 ± 2.43  24.928 ± 2.95  14.39 ± 1.62  17.38 ± 0.88  15.80 ± 6.88  10.05 ± 3.71  20.62 ± 2.96  22.07 ± 3.38 
C16:1 c9  0.55 ± 0.12  1.32 ± 0.22  0.09 ± 0.01  0.19 ± 0.05  0.30 ± 0.17  0.13 ± 0.30  1.03 ± 0.12  0.39 ± 0.33 
C17:0  0.43 ± 0.10  0.51 ± 0.03  0.38 ± 0.05  0.39 ± 0.07  0.22 ± 0.27  0.87 ± 1.51  0.39 ± 0.08  0.58 ± 0.81 
C18:0  5.57 ± 0.08  9.42 ± 0.26  3.58 ± 0.03  4.63 ± 0.44  6.64 ± 1.51  4.34 ± 0.43  5.80 ± 0.64  9.04 ± 1.39 
C18:1 c9  5.71 ± 0.78  8.923 ± 0.30  3.82 ± 0.07  2.01 ± 0.67  8.04 ± 1.58  2.44 ± 0.89  8.73 ± 0.93  4.14 ± 1.00 
C18:2 c9,12  42.28 ± 3.71  25.81 ± 0.74  59.43 ± 1.67  36.10 ± 1.51  18.44 ± 4.84  16.21 ± 4.90  20.17 ± 3.61  10.30 ± 1.41 
C18:3 c9,12,15  8.07 ± 1.31  6.39 ± 0.84  9.80 ± 0.32  16.80 ± 2.04  5.34 ± 2.42  8.79 ± 3.30  4.26 ± 0.55  1.61 ± 0.68 
C20:0  2.60 ± 0.15  2.10 ± 0.29  3.08 ± 0.33  2.59 ± 0.34  2.956 ± 0.24  3.30 ± 1.14  3.26 ± 0.08  2.56 ± 1.25 
C20:1 c11  1.42 ± 0.17  3.94 ± 0.23  0.74 ± 0.12  1.54 ± 0.26  2.25 ± 1.21  6.21 ± 2.16  3.17 ± 0.57  2.63 ± 1.27 
C20:2 c11,14  0.51 ± 0.14  0.53 ± 0.18  0.51 ± 0.40  0.72 ± 0.07  0.87 ± 0.35  2.44 ± 1.04  0.47 ± 0.16  1.34 ± 0.52 
C20:3 c8,11,14  0.23 ± 0.15  0.15 ± 0.03  0.09 ± 0.03  0.30 ± 0.14  0.67 ± 0.15  1.10 ± 0.09  0.36 ± 0.22  2.20 ± 0.82 
C20:4 c5,8,11,14  0.92 ± 0.38  0.21 ± 0.12  0.15 ± 0.12  0.05 ± 0.01  2.87 ± 2.42  2.57 ± 2.60  0.08 ± 0.05  2.19 ± 2.24 
C20:5 c5,11,14,17  0.40 ± 0.34  0.22 ± 0.12  0.07 ± 0.02  0.11 ± 0.09  0.49 ± 0.39  4.66 ± 4.23  0.11 ± 0.08  3.51 ± 3.98 
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C22:0  0.29 ± 0.12  0.25 ± 0.05  0.08 ± 0.09  0.23 ± 0.12  1.37 ± 1.20  4.88 ± 3.83  1.33 ± 0.53  2.90 ± 1.06 
C20:4 c5,8,11,14  0.46 ± 0.39  0.19 ± 0.16  0.17 ± 0.10  2.56 ± 0.92  2.99 ± 1.09  2.52 ± 1.79  0.32 ± 0.22  3.23 ± 1.51 
C20:5 c5,8,11,14,17  1.64 ± 0.41  1.83 ± 1.03  2.02 ± 0.73  0.50 ± 0.37  5.26 ± 1.71  5.08 ± 4.53  2.69 ± 0.58  4.38 ± 1.31 
C22:1 c13  1.94 ± 0.31  4.96 ± 0.09  0.10 ± 0.06  3.89 ± 0.71  4.92 ± 3.11  6.06 ± 3.10  20.2 ± 9.08  4.12 ± 1.01 
C22:4 c7,10,13,16  0.46 ± 0.23  0.77 ± 0.24  0.22 ± 0.03  4.22 ± 4.18  8.47 ± 4.89  8.10 ± 2.84  1.76 ± 0.93  6.40 ± 2.14 
C22:5 c7,10,13,16,19  1.25 ± 0.58  1.86 ± 0.88  0.31 ± 0.064  3.32 ± 0.71  2.49 ± 1.27  5.10 ± 1.82  1.67 ± 0.81  7.24 ± 3.14 
C22:6 
c4,7,10,13,16,19 
0.62 ± 0.71  1.49 ± 1.95  0.25 ± 0.12  1.43 ± 0.73  7.41 ± 3.61  5.17 ± 1.45  1.16 ± 0.39  4.69 ± 1.81 
SFA  33.54 ± 2.52  41.41 ± 2.99  22.27 ± 1.64  25.48 ± 1.68  29.22 ± 8.79  23.44 ± 0.83  33.85 ± 3.70  41.76 ± 3.34 
MUFA  9.62 ± 0.90  19.14 ± 0.48  4.75 ± 0.10  7.64 ± 1.14  15.50 ± 2.83  14.84 ± 3.86  33.11 ± 7.53  11.14 ± 3.15 
PUFA  56.84 ± 2.48  39.45 ± 3.38  72.98 ± 1.73  66.99 ± 2.72  55.29 ± 5.97  61.73 ± 4.43  33.04 ± 3.95  47.10 ± 5.54 
n6  44.40 ± 3.34  27.47 ± 0.74  60.37 ± 1.52  42.28 ± 2.93  31.32 ± 3.12  30.40 ± 5.06  22.84 ± 3.54  22.43 ± 2.86 
n3  12.44 ± 1.22  11.98 ± 3.96  12.61 ± 0.31  24.71 ± 0.28  23.97 ± 3.14  31.33 ± 8.92  10.21 ± 0.50  24.66 ± 6.07 




















C12:0  1.45 ± 0.12  ND  ND  ND 
C14:0  3.36 ± 0.10  4.40 ± 0.79  7.24 ± 2.61  4.34 ± 0.97 
C15:0  3.36 ± 0.12  ND  ND  ND 
C16:0  24.55 ± 4.28  28.08 ± 3.61  30.75 ± 6.52  31.41 ± 5.88 
C16:1 c9  2.65 ± 0.30  2.27 ± 0.20  3.45 ± 0.10  1.06 ± 0.15 
C17:0  1.27 ± 0.12  ND  ND  ND 
C18:0  33.33 ± 8.61  19.20 ± 1.05  24.39 ± 3.79  18.72 ± 2.67 
C18:1 c9  5.31 ± 1.90  13.33 ± 2.81  15.36 ± 2.91  14.17 ± 3.60 
C18:2 c9,12  2.54 ± 2.04  5.80 ± 1.42  4.43 ± 1.02  5.80 ± 4.32 
C18:3 c9,12,15  5.17 ± 0.85  5.13 ± 3.78  4.06 ± 1.02  3.85 ± 2.19 
C20:0  2.93 ± 2.89  2.17 ± 0.86  1.27 ± 0.70  2.51 ± 1.25 
C20:1 c11  3.78 ± 0.90  3.60 ± 1.08  0.85 ± 0.37  2.28 ± 1.24 
C20:5 c5,8,11,14,17  2.17 ± 0.71  3.25 ± 0.60  1.36 ± 0.63  2.53 ± 1.19 
C22:1 c13  3.69 ± 1.19  2.81 ± 0.91  1.55 ± 0.90  3.98 ± 1.14 
C22:5 c7,10,13,16,19  3.74 ± 1.56  4.98 ± 1.58  2.29 ± 0.95  3.60 ± 0.97 
C22:6 c4,7,10,13,16,19  3.84 ± 1.05  4.98 ± 0.30  1.57 ± 0.27  2.57 ± 1.54 
SFA  67.10 ± 6.69  53.85 ± 6.32  60.81 ± 12.60  56.98 ± 4.64 
MUFA  15.43 ± 2.89  22.01 ± 2.31  19.77 ± 3.36  21.49 ± 4.87 
PUFA  17.47 ± 5.44  24.14 ± 5.44  13.71 ± 3.40  22.33 ± 1.26 
n6  2.54 ± 2.03  5.80 ± 1.42  4.43 ± 1.02  5.80 ± 4.45 
n3  14.93 ± 3.49  18.34 ± 4.06  9.28 ± 2.57  12.55 ± 3.67 





cis; SFA:  saturated  fatty acids; MUFA: monounsaturated  fatty acids; PUFA: polyunsaturated  fatty acids; n3: omega‐3 
PUFA; n6: omega‐6 PUFA; ND: non‐detectable. 





CA  and CB,  PUFA were  the most  abundant  fatty  acid  class  present,  accounting  ap‐
proximately  for  the 55–75% of  the  total  fatty acids, which were  followed by  saturated 
fatty acids (SFA) and monounsaturated  fatty acids (MUFA) content (Table 3). The TPL 











der  [22,23],  but  also  in PL  from  other plant‐derived  food  sources  used  for  beverages 
products, such as beer and tea [9,17]. 
The relative omega‐6 polyunsaturated fatty acids (n6PUFA) content of the PL from 
the unfermented  raw  apple  juices AA were higher  and  the omega‐3 polyunsaturated 
fatty  acids  (n3PUFA)  content was  lower when  compared with  the  relative n6  and n3 
PUFA contents of the PL from the cider A sample. Thus, the n6/n3 ratio of TPL from the 
fermented cider sample CA was somewhat  lower than the ratio  for apple  juice sample 
AA. 
On  the other hand,  even  though  the  relative n6PUFA  content of  the PL  from  the 
unfermented raw apple  juices AB was similar  to  that of  its  fermented product CB,  the 
observed increase in the PUFA content in CB can be attributed to a significant increase on 
its n3PUFA content, and thus the omega‐6/omega‐3 PUFA (n6/n3 PUFA) ratio of the CB 
cider was also  found  to be  lower  than  the relative n6/n3 ratio  for  its unfermented raw 
apple juice AB. 
Furthermore,  for both apple  juice AE and  its  fermented‐type  cider CE,  the PUFA 
content of the PL form cider CE was lower than that of the PL from apple juice AE, while 
the SFA and MUFA contents from the PL of cider CE were higher than that of apple juice 







bioactive PL  from all  these  apple products were  found  to  contain a  favorable  ratio of 
n6/n3 lower than 5, with PL from apple juices exhibiting a n6/n3 ratio within the range of 
3–5 and PL from cider samples exhibiting a n6/n3 ratio within the range of 0.5–2.5, ap‐















than  their  n3PUFA  content.  Subsequently,  the  n6/n3  ratio  of  all  these  bioactive 
PL‐fractions, PC in apple juices and PE in apple cider products, had values ranging be‐
tween 0.16 and 0.57, which were lower than the value of 1 and even much lower than the 
relative  ratios of  the PL of  all  apple products. These  results  come  in  accordance with 










further  support  the  anti‐inflammatory  and  cardio‐protective  properties  of  the  apple 
juices and cider PL. 
Furthermore, the presence of polar lipid compounds in apple products that are rich 




tion  in several other  foods, beverages and  fermented products  [9,12,20,21,25,26], while 





This  is  the  first  study exhibiting  that  Irish apple  juice and  its  fermented product, 




sis  facilitated  the detection of  changes  in  the bioactivities,  lipid content and  fatty acid 
composition observed due to fermentation. HPLC fractions of PC molecules exhibited the 
strongest anti‐platelet effects in apple juices, while PE molecules were more bioactive in 




In addition,  the PL  from all  these apple product sources were  found  to be rich  in 
PUFA, and especially beneficial in n‐3 PUFA, but also in MUFA, providing a rationale for 
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